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Sole sodowe kwasow cholowych jako chiralne
modyfikatory fazy ruchomej w uktadzie wysokosprawnej
chromatografii cieczowej

Bile acid sodium salts as chiral modifiers of mobile phase
in high performance liquid chromatography

Streszczenie: W pracy opisano zastosowanie cholanu sodu i deoksycholanu sodu, jako mody-
fikatorow fazy ruchomej w wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Wtasnosci enancjosepa-
racyjne micelarnych faz chiralnych dla optycznie czynnych pochodnych binaftyli: fosforanu- 1,1’-
-binaftylo-2,2’-diylu oraz 1,1-binaftylo-2,2’-diolu. Zbadano proces adsorpcji cholanu i deoksy-
cholanu sodu na fazie C18. Zbadano wptyw stezenia i typu surfaktantu, jak réwniez rodzaj i ste-
zenie dodatku organicznego (n-alkohol) na proces rozpoznania chiralnego przez badane uktady
micelarne.

Stowa kluczowe: pochodne binaftyli, rozdzielenie chiralne, cholan sodowy, deoksycholan so-
dowy, chiralne fazy ruchome, micelarna chromatografia cieczowa

Abstract: In the paper the application of sodium cholate and sodium deoxycholate as modifiers
of mobile phase in high performance liquid chromatography was described. Enantioseparation
properties of micellar chiral phases were studied for optically active derivatives of binaphthyls:
1,1%-binaphthyl-2,2'-diyl hydrogenphosphate and 1,1"-binaphthalene-2,2'-diol. The process of
adsorption of sodium cholate and sodium deoxycholate on C18 phase was studied. The influ-
ence of type and concentration of surfactant as well as type and concentration of organic addi-
tive (n-alcohol) on process of chiral recognition was investigated. It has been found that enantio-
recognition of bile salts micelle increase with the increase of the chain length of n-alcohol.

Key words: binaphthyl derivatives, chiral separation, sodium cholate, sodium deoxycholate,
chiral mobile phases, micellar liquid chromatography

1. Wstep
(Introduction)

Micelarna chromatografia cieczowa (ang. Micellar Liquid Chromato-
graphy, MLC) stanowi alternatywng technike w stosunku do wysokosprawnej
chromatografii cieczowej faz odwréconych (RP-HPLC). W przeciwienstwie
do klasycznej techniki RP-HPLC wodno-organiczna faza ruchoma zastgpio-
na jest wodnym roztworem surfaktantu o stezeniu powyzej krytycznego
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punktu micelarnego (CMC). Faze stacjonarng stanowig, podobnie jak
w uktadzie RP-HPLC, chemicznie zwigzane z mikroporowatg krzemionkg
tancuchy weglowe o réznej dtugosci np. C2, C8, C18.

Zastosowanie miceli jako modyfikatoréw fazy ruchomej po raz pierw-
szy zostato opisane w 1980 roku przez Armstronga i Henry’ego [1]. Autorzy
wykorzystali z powodzeniem wodny roztwér SDS do rozdzielenia mieszaniny
fenoli i weglowodoréw aromatycznych. Od tamtej pory nastgpit rozwéj tech-
niki co uwidacznia sie we wzroscie liczby publikacji oraz artykutow przegla-
dowych [wydanie specjalne Journal of Chromatography A 1997, vol. 780],
w tym rowniez pozycji ksigzkowych [2, 3]. Obecnie w technice MLC wyko-
rzystuje sie wiele surfaktantow m.in. CTAB, Brij 35, Titron X-100, SDS.

W poréwnaniu z klasyczng metodg RP-HPLC modyfikacja fazy ru-
chomej i fazy stacjonarnej prowadzi do wzrostu réznorodnosci oddziatywan.
W MLC mamy do czynienia z oddziatywaniami o charakterze elektrostatycz-
nym, hydrofobowym oraz przestrzennym. Dzieki temu mozliwe jest jedno-
czesne rozdzielenie mieszaniny czasteczek natadowanych i obojetnych, jak
rowniez molekut nierozpuszczalnych w roztworach wodnych.

Do najczesciej stosowanych chiralnych surfaktantow w metodzie MLC
nalezg sole kwaséw cholowych. Wzrost stezenia surfaktantu w fazie ruchomej
powoduje wzrost lepkosci fazy, co wymusza zastosowanie mniejszego przepty-
wu fazy, a tym samym wydtuza czas analizy. W przypadku cholanéw w zakresie
stezen 20-150 mM wzrost lepkosci fazy jest niewielki, dzieki czemu mozliwe jest
stosowanie typowych przeptywédw charakterystycznych dla techniki HPLC [4].
Dodatkowg zaletg cholandw jest ich transparento$¢ w zakresie Swiatta widzial-
nego, co ma to istotne znaczenie w doborze sposobu detekgji [5].

Podobnie jak dla liniowych surfaktantéw achiralnych w przypadku cho-
lanéw zaobserwowano adsorpcje surfaktantu na powierzchni fazy stacjonar-
nej. Hinze [4] badajac wiasnosci deoksycholanu sodu jako dodatku do fazy
ruchomej, wyznaczyt iz iloS¢ zaadsorbowanego surfaktantu na jeden gram
fazy C18 lezy w zakresie 80-149 mg. Wyznaczona wielkos¢ jest porowny-
walna z otrzymanymi przez Borgerdinga [6, 7] dla surfaktantow liniowych ta-
kich jak SDS, CTAB, Brij-35. Adsorpcja cholanéw na fazie stacjonarnej jest
procesem odwracalnym. Badajgc rozdzielanie mieszanin achiralnych zwigz-
kéw hydrofobowych Hinze [4] zauwazyt, Zze dodatek rozpuszczalnika orga-
nicznego poprawia efektywnos¢ rozdzielenia oraz symetrycznos¢ pikow.
Najlepsze wyniki uzyskat dla alkoholi o sredniej dtugosci tancucha weglowe-
go (butanol, pentanol). Wptyw dodatku organicznego na rozdzielenie chiral-
ne w literaturze opisane jest bardzo skromnie. Brak jest catosciowych da-
nych opisujacych efekt dodatku na proces rozpoznania chiralnego.

Obok rozdziatéw mieszanin izomerdéw strukturalnych m.in. metyloindo-
lu, witaminy D, na micelarnej fazie ruchomej z cholanem uzyskano réwniez
rozdziaty stereocizomeréw m.in. estriolu, Dns-DL-aminokwaséw [4, 5] oraz
pochodnych binaftyli [8]. Na podstawie przeprowadzonych analiz, wnioskuje
sie ze uktady micelarne soli kwasow cholowych wykazujg najwiekszg zdol-
nos¢ rozpoznania chiralnego w stosunku do molekut posiadajgcych centra
chiralne blisko gtéwnych grup funkcyjnych np. pierscienia aromatycznego [9]
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oraz czagsteczek o chiralnosci aksjalnej [5]. Szczegdlnie istotne jest to
z punktu widzenia rozdzielania zwigzkéw chiralnych o zahamowane;j rotacji
do ktérych nalezg pochodne binaftyli. Powszechnie uzywane cyklodekstryny,
ze wzgledu na dos¢ duzg pojemnosc luki, nie zawsze znajdujg zastosowanie
w enancjoseparacji tej klasy analitéw i w tym aspekcie rozpoznania chiral-
nego sole kwaséw cholowych moga by¢ ich doskonatym zamiennikiem.

Badania dotyczace zastosowania soli kwasow cholowych jako mody-
fikatorow fazy ruchomej zrealizowano w uktadzie wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej. Pionierskie badania w tym temacie wykonat Hinze w la-
tach dziewiecdziesigtych [4, 5]. Opisane w literaturze dane sg jednak
niesystematyczne i niewystarczajgce do charakterystyki chiralnych cholano-
wych faz ruchomych.

2. Czesc¢ eksperymentalna
(Experimental)

Aparatura
(Apparatus)

Pomiary przeprowadzono na chromatografie cieczowym firmy Knauer
(Berlin, Niemcy) wyposazonym w pompe Mini-Star K-501 oraz detektor ze
zmienna dilugoscig fali UV K-2501. Dozownik wyposazony byt w petle o ob-
jetosci 1 pl.

Kolumne termostatowano w termostacie firmy Knauer (Berlin, Niem-
cy). Sygnat z detektora zbierano za pomocg programu EUROCHROM 2000
dostarczonego przez firme Knauer (Berlin, Niemcy).

Charakterystyka kolumny
(Column characteristic)

Do badan stosowano komercyjng kolumne Luna C18(2) o wymiarach
250 x 1.0 mm, rozmiar ziarna 5 um, firmy Phenomenex (Torrance, CA,
USA). Masa fazy stacjonarnej wynosita 0,1143 g, powierzchnia wiasciwa fa-
zy stacjonarnej wynosita 400 m?/g, pokrycie fazy wynosito 3,0 pmol/m®.

Przeptyw fazy ruchomej byt staty i wynosit 0.04 ml/min. Pomiary wy-
konywano w temperaturze pokojowe;.

Zaadsorbowane na fazie stacjonarnej cholany desorbowano 80%
wodnym roztworem metanolu. Czas przemywania wynosit Srednio 8 h.

Odczynniki i substancje badane
(Chemicals and studied compounds)

Do rozdzielania stereoizomerow zwigzkéw modelowych, jako eluenty
stosowano wodne roztwory surfaktantéw z dodatkiem rozpuszczalnika orga-
nicznego. N-butanol, n-heksanol i n-oktanol pochodzity z firmy POCH (Gliwi-
ce, Polska). N-pentanol i n-heptanol wyprodukowano w firmie BDH (Poole,
Wielka Brytania). Metanol pochodzit z firmy Lab-Scan (Dublin, Irlandia). Cho-
lan sodowy, deoksycholan sodowy, (R)-(+)- 1,1-Binaftylo-2,2’-diol, (S)-(-)-
-1,1-Binaftylo-2,2’-diol, (-)-Fosforan-(R) - 1,1’-binaftylo-2,2’-diylu oraz (+)-Fos-
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foran-(S) - 1,1’-binaftylo-2,2’-diylu pochodzity z firmy Fluka (Buchs, Szwajca-
ria). Wzory strukturalne badanych zwigzkéw przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wzory strukturalne badanych zwigzkéw
Table 1. Structural formulae of investigated compounds

Nazwa Wzor strukturalny

(R)-(+)- 1,1’-Binaftylo-2,2’-diol

(S)-(-)- 1,1-Binaftylo-2,2’-diol

SO
(-)-Fosforan-(R) - 1,1-binaftylo-2,2’-diylu :Pf/
SO
SOy
(+)-Fosforan-(S) - 1,1"-binaftylo-2,2"-diylu S
g

Uzyte odczynniki byty o stopniu czystosci cz.d.a. Substancje badane
rozpuszczano w metanolu.

W celu wyznaczenia objetosci wolnej kolumny stosowano metanolowy
roztwor uracylu. Roztwory eluentéw sgczono przez filtry membranowe nylo-
nowe o wielkosci poréw 0.45 pm (Supelco, USA).

3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

Badanie adsorpcji cholanéw na fazie stacjonarnej C18
(The study of adsorption of cholates on stationary phase C18)

Do gtéwnych wiasnosci czgsteczek amfifilowych naleza: mozliwos¢
tworzenia struktur micelarnych w roztworach wodnych oraz adsorpcja fi-
zyczna molekut na powierzchni miedzyfazowej. Adsorpcja soli kwaséw cho-
lowych na fazach stacjonarnych jest ubogo opisana w literaturze. Informacja
ta jest jednak niezbedna do przeprowadzenia planowanych eksperymentow.
Jak wiadomo adsorpcja surfaktantéw na fazach stacjonarnych w uktadzie
RP, zalezy nie tylko od typu amfifila, ale rowniez od Srodowiska np. dodat-
kow organicznych, temperatury.
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Na rys. 1 zamieszczono otrzymang krzywaq przejscia dla 100 mM
wodnego roztworu cholanu sodu (NaC). Czas retencji substancji niezatrzy-
mywanej na kolumnie wynosit 2.2 min.
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Rys. 1. Chromatograficzna krzywa przejscia dla wodnego roztworu 100 mM NaC; warunki: de-
tekcja UV 210 nm, przeptyw fazy ruchomej: 0.04 mi/min, temp: 25°C, kolumna: RP-18
(5 ym) 250 x 1.0 mm i.d.

Fig. 1. Chromatographic breakthrough curve for 100 mM NaC solution; conditions: detection
UV 210 nm, flow rate 0.04 ml/min, temp. 25°C

Przedstawiona krzywa adsorpcji cholanu na fazie stacjonarnej jest
podobna do otrzymanej przez Hu [10] dla zwitterjonowych surfaktantow
o budowie planarnej (CHAPS, CHAPSO). W przebiegu krzywej zauwazono
trzy etapy. W pierwszym (0-4 min.), pomimo przejscia eluentu przez kolum-
ne, sygnat z detektora pozostat niezmieniony. Sugeruje to, ze caty surfaktant
zawarty w fazie ruchomej ulegt adsorpcji na fazie C18. Znajac stezenie sur-
faktantu, przeptyw fazy ruchomej oraz mase wypetnienia kolumny wyzna-
czono przyblizong mase zaadsorbowanego surfaktantu w pierwszym etapie.
Obliczona masa zaadsorbowanego surfaktantu na 1 g wypetnienia kolumny
wynosita ok. 58.6 mg. W drugim etapie (4-6.5 min) zaobserwowano wzrost
wartosci sygnatu detektora (absorbancji), co sugeruje obecnos¢ cholanu so-
du w fazie ruchomej. Wzrost ten jednak jest nieznaczny i Swiadczy o tym, ze
stan rbwnowagi nie zostat osiggniety i proces adsorpcji nadal postepuje. Po
ok. 7 min na krzywej przejscia NaC zanotowano ostry pik. Wydaje sie, ze
obserwowany nagty wzrost i spadek sygnatu moze wynika¢ z niehomoge-
nicznosci fazy ruchomej na wyjsciu z kolumny. Po ok. 75 min absorbancja
osiggnefa wartosc statg, rowng absorbancji roztworu wejsciowego. Dalsze
przemywanie fazy stacjonarnej wodnym roztworem cholanu sodu nie wpty-
neto na proces adsorpcji surfaktantu. Zaktadajac, iz adsorpcja surfaktantu
nastepuje w pierwszym i drugim etapie, obliczona masa zaadsorbowanego
cholanu sodu na 1 g wypetnienia kolumny LUNA C18(2) wynosita 99.7 mg.

Analogiczng krzywg przejscia uzyskano dla wodnego roztworu deok-
sycholanu sodu (NaDC) (rys. 2).
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Rys. 2. Chromatograficzna krzywa przejscia dla wodnego roztworu 100 mM NaDC; warunki:
detekcja UV 210 nm, przeptyw fazy ruchomej: 0.04 ml/min, temp: 25°C, kolumna: RP-
18 (5 uym) 250 x 1.0 mm i.d.

Fig. 2. Chromatographic breakthrough curve for 100mM NaDC solution; conditions: detection
UV 210 nm, flow rate 0.04 ml/min, temp. 25°C

Czas retencji substancji niezatrzymywanej na kolumnie wynosit
2.2 min. W przypadku roztworu NaDC obliczona masa surfaktantu, osadzo-
na na fazie C18 w pierwszym (ok. 114 mg/g) oraz drugim etapie przemywa-
nia, jest dwukrotnie wyzsza (ok. 185 mg/g) niz dla roztworu bardziej polar-
nego NaC. Po ok. 105 min, sygnat detektora osiagnat wartos¢ statg, co
Swiadczy o ustaleniu sie stanu réwnowagi procesu adorpcja/desorpcja.
Otrzymane wielkosci zaadsorbowanego NaDC pozostajg w zgodzie z wyni-
kami otrzymanymi przez Hinze [4]. Wyznaczona przez autorow ilo$¢ zaad-
sorbowanego surfaktantu NaDC na jeden gram fazy C18, w zaleznos$ci od
sktadu fazy ruchomej oraz temperatury, lezata w zakresie 80-149 mg.
Otrzymane wyzsze wartosci adsorpcji mogg wynika¢ z dwoch czynnikow: in-
nej struktury ziaren ztoza oraz uproszczonej idei obliczeniowej (zatozono, ze
obsadzenie w pierwszym i drugim etapie przebiega w 100%).

Obok krzywych przejscia z roztworow wodnych NaC oraz NaDC, zare-
jestrowano rowniez przyktadowe zalezno$ci dla roztworow z dodatkiem 1%
v/v rozpuszczalnika organicznego w roznych stezeniach surfaktantu. Nalezy
podkresli¢, ze w przypadku metanolu i propanolu, uzyte stezenie modyfika-
tora byto ponizej jego rozpuszczalnosci (S) w wodzie, zas dla alkoholu dtu-
gotancuchowego n-heptanolu powyzej S (H,0) (tabela 2).

Tabela 2. Rozpuszczalno$¢ wybranych alkoholi w wodzie
Table 2. Solubility of selected alcohols in water

MeOH n-PeOH n-HepOH
S (H.0) [g/1009] © 2,4 0,1
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Zarowno zmiana stezenia amfifila jak i dodatek modyfikatora orga-
nicznego nie wptynety na zmiane profilu krzywej. Tabela 3 zawiera uzyskane
wyniki adsorpciji.

Otrzymane dane pozostajg w zgodnosci z opublikowanymi przez Ber-
thod’a [11] dla surfaktantéw liniowych, sugerujac zalezno$¢ procesu adsorp-
cja/desorpcja od dodanego n-alkoholu. Zgodnie z przewidywaniem w badanym
ukfadzie dodatek rozpuszczalnika organicznego zredukowat ilos¢ zaadsorbo-
wanego surfaktantu na fazie stacjonarnej. Wieksze obsadzenie deoksychola-
nem sodu fazy stacjonarnej uzyskano dla roztworéw z dodatkiem 1% metanolu
niz 1% n-pentanolu. Adsorpcja alkanolu oraz surfaktantu na fazie C18 sg proce-
sami konkurencyjnymi. Alkohol o dtugim tancuchu weglowym jest silnie adsor-
bowany na fazie stacjonarnej, przez to moze zmienia¢ organizacje tancuchow
C18 i ogranicza¢ adsorpcje surfaktantu. Alkohole krotkotancuchowe (C1-C3)
wykazujg jedynie tendencje do zwilzania fazy stacjonarnej, bez zmiany orientaciji
tancuchow C18 [12]. Ze wzgledu na mate stezenie dodatku organicznego w fa-
zie, efekt solwatacji czasteczki surfaktantu moze by¢ pominiety.

Tabela 3. Wptyw stezenia surfaktantu na proces adsorpcji na fazie stacjo-
narnej C18

Table 3. The influence of surfactant concentration on adsorption process
on stationary phase C18

Masa zaadsorbowanego surfaktantuna1g
Faza ruchoma wypetnienia kolumny [mg]
Cholan sodu
0,08 M + 4% v/v PeOH 91,9
0,09 M+ 4% v/v PeOH 91,0
0.1 M 99,7
Deoksycholan sodu
0,07 M+ 3% v/v MeOH 182,8
0,08 M+ 3% v/v MeOH 182,8
0,09 M+ 3% v/v MeOH 182,0
0.1 M 185,5
0,1 M+ 1% v/v HepOH 182,0
0,1 M + 1% v/v PeOH 166,2
0,1 M + 3% v/iv MeOH 178,5

Ciekawy rezultat otrzymano dla 1% n-heptanolu w ukfadzie 100 mM
deoksycholanu sodu. W tym przypadku ilos¢ zaadsorbowanego NaDC jest
niewiele mniejsza niz dla niemodyfikowanego wodnego roztworu surfaktan-
tu. Sugeruje to, ze dla stezenia powyzej S (H,0), alkohol dtugotancuchowy
wnika do wnetrza miceli, przez co tylko nieliczne molekuty n-heptanolu
obecne sg w fazie objetosciowej roztworu (czego nie mozna powiedzieé
o alkoholach C1-C5). Dysocjacja uktadu zagregowanego, prowadzi do ob-
sadzenia fazy C18 monomerami surfaktantu, ktére z kolei na skutek samo-
organizacji moga tworzy¢ na powierzchni fazy agregaty zewnetrzne. W przy-
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padku roztworu NaDC z dodatkiem n-heptanolu, ilos§¢ zaadsorbowanego al-
koholu nie wptyneta w znaczacy sposob na obsadzenie fazy C18 surfaktan-
tem (znaczna przewaga wolnych czgsteczek amfifila w stosunku do wolnych
molekut modyfikatora organicznego).

W pomiarach stezeniowych nie zaobserwowano znaczacych réznic
w ilosci zaadsorbowanego NaC lub NaDC na fazie stacjonarnej (tabela 3).
Potwierdza to zatozenie, ze wybrany do badan zakres stezen cholanow
znajduje sie powyzej punktu CMC, a zatem w roztworze obecne sg zagre-
gowane uktady surfaktantu.

Z fazy stacjonarnej cholany desorbowano za pomocg 80% roztworu
MeOH. Catkowitg desorpcje warstwy obserwowano po czasie ok. 120 min.

Powyzsze dane wykorzystano jako$ciowo do planowania warunkéw pro-
wadzenia kolejnych eksperymentow. Na podstawie uzyskanych informac;ji usta-
lono optymalny czas przemywania micelarng fazg ruchomg ztoza kolumny, po-
trzebny do nasycenia fazy stacjonarnej monomerami surfaktantu (4 h).

Wplyw diugosci tancucha alkilowego n-alkoholu

na enancjoselektywnos¢ badanych uktadéw cholanowych

(The influence of n-alcohol alkyl chain length on enantioselectivity
of studied cholate systems)

Zwigzkami modelowymi w badaniach wtasnosci enancjoseparacyjnych
cholanowych faz ruchomych byty atropoizomery fosforanu- 1,1’-binaftylo-2,2’-
-diylu (BNDHP) oraz 1,1’-binaftylo-2,2’-diolu (BN). Badania prowadzono w tem-
peraturze 25°C. W warunkach przeprowadzanych eksperymentéw (pH 7.8-8.1)
molekuty BN wystepowaly jako czgsteczki obojetne (pK,1=9.04, pK,>=10.90
[13]), zas izomery BNDHP byly catkowicie zjonizowane (pK, bliskie 1.12 [14]).
Wyznaczone podstawowe parametry chromatograficzne: wspétczynnik retenciji
(k), wspétczynnik rozdzielnia (a), rozdzielczos¢ pikdw (Rs) postuzyty do opisu
procesu enancjoseparacji badanych uktadow surfaktantow.

UV, 254 nm [mAl]

30

[min]
Rys. 3. Chromatogramy (R)-BNDHP otrzymane w ukfadzie 0.1 M NaC 1% (v/v) dodatkiem n-OctOH
(a), n-HepOH (b), n-HexOH (c), n-PeOH (d), oraz bez dodatku rozpuszczalnika organiczne-
go (e); warunki: przeptyw 0.04 mi/min, temp. 25°C, kolumna C18 (5um) 250 x 1.0 mm i.d.
Fig. 3. Chromatograms of (R)-BNDHP obtained in systems 0.1 M NaC 1% (v/v) with addition of
n-OctOH (a), n-HepOH (b), n-HexOH (c), n-PeOH (d), and without addition of organic solvent
(e); conditions: flow rate 0.04 ml/min, temp. 25°C, column C18 (5um) 250 x 1.0 mm i.d.
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Na rys. 3 przedstawiono przyktady zarejestrowanych chromatogra-
moéw dla izomeru (R)- fosforanu- 1,1’-binaftylo-2,2’-diylu w uktadzie 0.1 M
roztworu cholanu sodu z 1% v/v dodatkiem n-alkoholu.

Z przytoczonych przyktadow wynika, ze czasy retencji uzyskane dla
R- BNDHP na cholanowej fazie ruchomej z 1% dodatkiem n-HexOH, n-HepOH
oraz n-OctOH sg duzo krétsze niz w roztworze niemodyfikowanym. Analogiczng
tendencje redukcji czasow retencji otrzymano dla pozostatych izomerdw czaste-
czek modelowych. Zakfadajgc potrojny model oddziatywan zaproponowany
przez Armstronga [15], sugeruje to przesuniecie statej rownowagi procesu
w kierunku micelarnej fazy ruchomej. Duze powinowactwo molekut BN oraz
BNDHP do weglowodorowej fazy stacjonarnej uniemozliwito rejestracje chroma-
tograméw bez dodatku amfifila w fazie ruchomej (zbyt dtugi czas retencji nawet
w 40% roztworze MeOH). Uzyskane wyniki miaty stuzy¢ jako wartosci odniesie-
nia dla analogicznych uktadéw z dodatkiem amfifila w formie zagregowanej (dla
uktadow >50% MeOH obserwowano proces deagregaciji).

W celu poréwnania wptywu dodatku n-alkoholu na proces enancjosepa-
racji wyznaczono wspotczynniki retencji k, wspotczynniki rozdzielenia a oraz
rozdzielczosci pikdw Rs dla modelowych czagsteczek izomerow. Wyznaczone
wartosci przedstawiono w tabeli 4. Na niemodyfikowanym alkoholem roztworze
NaC uzyskane wartosci k sg duzo nizsze dla izomerow BNDHP niz BN. Efekt
ten najprawdopodobniej wynika z réznic w budowie i wlasciwosciach fizyko-
chemicznych obu molekut. W przeciwienstwie do BN, BNDHP jest molekutg
bardziej sztywng i w badanych warunkach obdarzong tadunkiem ujemnym.
Prawdopodobnym wydaje sie zatem, ze nizszy wspotczynnik retencji uzyskany
dla molekut BNDHP wynika z efektu elektrostatycznego odpychania z fazg sta-
cjonarng pokrytg anionowym surfaktantem. W przypadku obojetnej molekuty
BN, brak jest oddziatywan o charakterze elektrostatycznym.

Tabela 4. Wplyw rozpuszczalnika organicznego (1% v/v) na wspotczynniki
retencji k, zdolnos¢ rozdzielczg Rs oraz wspoétczynnik rozdziele-
nia a dla izomerow BNDHP oraz BN; warunki: 0.1 M NaC, prze-
ptyw 0.04 ml/min, detekcja UV 254 nm, temp. 25°C, kolumna C18
(5 um) 250 x 1.0 mm i.d.

Table 4. Influence of organic solvent (1% v/v) on retention factor k, resolu-
tion factor Rs and separation factor a for isomers BNDHP and
BN; conditions: 0.1 M NaC, flow rate 0.04ml/min, detection UV
254 nm, temp. 25°C, column C18 (6 um) 250 x 1.0 mm i.d.

01 M BNDHP BN
NaC kg Ks a R, Kkr ks a Rs
H,O 3,70 3,70 1,00 0,00 52,95 37,59 1,41 1,60
MeOH 4,20 4,20 1,00 0,00 59,88 42,73 1,40 1,54
n-BuOH 3,67 3,67 1,00 0,00 38,02 28,03 1,36 1,70
n-PeOH 3,22 3,03 1,06 0,17 26,27 21,75 1,21 1,45
n-HexOH 2,78 2,37 1,17 0,33 13,41 12,16 1,10 0,53
n-HepOH 2,34 1,94 1,21 0,52 13,19 12,05 1,10 0,37
n-OctOH 1,91 1,58 1,21 0,44 14,79 13,12 1,13 0,56
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Na podstawie uzyskanych wynikéw zauwazono, ze zaréwno dla mo-
lekut BNDHP jak i BN w ukfadzie 1% MeOH nastepowat wzrost wspotczyn-
nikow retencji w stosunku do roztworu odniesienia. Efekt ten mozna ttuma-
czy¢ wzrostem powinowactwa badanych molekut do fazy stacjonarne;.
Czagsteczki MeOH wystepujg gtéwnie w fazie objetosciowej roztworu i wpty-
wajg na zmiane polarnosci oraz sity jonowej roztworu. W stosunku do fazy
stacjonarnej wykazujg jedynie tendencje do zwilzania. Niemniej jednak nie
mozna wykluczy¢ ich wptywu na utozenie zaadsorbowanego surfaktantu na
fazie stacjonarnej tzw. architekture fazy stacjonarne;.

Analiza wynikéw dla pozostatych badanych alkanoli wykazata, ze wy-
dtuzenie fancucha weglowego w czgsteczce modyfikatora wptywato na spa-
dek wartosci k dla badanych czasteczek modelowych. W przypadku izome-
row BNDHP obserwowana redukcja wspotczynnikow retencji dla n-alkoholi
C5-C8 ma charakter liniowy (rys. 4). Najwiekszy spadek uzyskano na fazie
ruchomej z dodatkiem 1% v/v oktanolu.
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Rys. 4. Zaleznos$¢ wspotczynnikow retencji dla izomerow BNDHP w funkcji liczby atomow we-
gla w tancuchu alkilowym n-alkoholu (1% v/v) w uktadzie cholanu sodu (NaC)

Fig. 4. The relation of retention factor for isomers of BNDHP versus the number of carbon at-
oms in the alkyl chain of n-alcohol (1% v/v) for sodium cholate system (NaC)

Na niemodyfikowanym uktadzie 0.1 M NaC dla izomeréw BNDHP nie
zaobserwowano rozroznienia chiralnego. Separacje atropoizomeréw BND-
HP uzyskano dopiero na fazach z 1% dodatkiem alkoholu o liczbie atomow
wegla powyzej 4. Bez wzgledu na rodzaj modyfikatora, jako pierwszy z ko-
lumny eluowany byt izomer o konfiguracji S. Ponadto zauwazono, ze im
dtuzszy tancuch weglowy n-alkoholu, tym wieksza jest zdolnos¢ rozdzielcza
pikow. Spadek wartosci R, dla fazy z dodatkiem oktanolu wynika ze wzrostu
asymetryczno$ci piku.
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Dla atropoizomerdéw obojetnego 1,1’-binaftylo-2,2’-diolu (BN) (rys. 5),
zaobserwowano, ze na eluentach z dodatkiem n-alkoholu C6-C8, k osigga
warto$¢ w przyblizeniu statg. Wraz z redukcjg wspoétczynnikow retencji dla
izomerow BN, zaobserwowano spadek zdolnosci rozdzielczej uktadu. Wy-
znaczona zaleznos¢ jest odwrotna w poréwnaniu do uzyskanej dla czgste-
czek BNDHP. W tym przypadku przesuniecie rownowagi procesu w kierunku
micelarnej fazy ruchomej zmniejsza enecjoselektywnos$¢ uktadu w stosunku
do badanych molekut. Podobnie jak dla atropoizomeréw BNDHP silniej z mi-
celami NaC oddziatywat izomer o konfiguraciji S.
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Rys. 5. Zalezno$¢ wspotczynnikow retencji dla izomeréw BN w funkcji liczby atomoéw wegla
w tancuchu alkilowym n-alkoholu (1% v/v) w uktadzie cholanu sodu (NaC)

Fig. 5. The relation of retention factor for isomers of BN versus the number of carbon atoms
in the alkyl chain of n-alcohol (1% v/v) for sodium cholate system (NaC)

Zaktadajgc mozliwos¢ oddziatywania analitu z uktadem zagregowa-
nym w fazie ruchomej (oddziatywania elektrostatyczne, wigzania wodorowe,
oddziatywania o charakterze hydrofobowym), wielko$¢ spadku wspoétczynni-
kow retencji jest miarg oddziatywania pomiedzy surfaktantem a substancjg
badang. Im wiekszy spadek wartosci k, tym silniejsze oddziatywanie pomie-
dzy surfaktantem w fazie ruchomej a analitem. Czasteczki alkoholu modyfi-
kujg zaréwno powierzchnie fazy stacjonarnej jak i micele w fazie ruchome;.
Ze wzgledu na taki sam tadunek na czasteczkach BNDHP i NaC, wzmoc-
nienie procesu rozpoznania chiralnego potaczone ze spadkiem wartosci k
ttumaczy¢ mozna wzrostem oddziatywan stereoselektywnych miedzy anali-
tem a chiralnym uktadem micelarnym w fazie ruchomej, zmodyfikowanym
czagsteczkami rozpuszczalnika organicznego. Im dtuzszy alkohol tym wigk-
sze jego powinowactwo do miceli i prawdopodobnie wieksza modyfikacja
struktury uktadu zagregowanego. Ponadto nalezy pamieta¢ o procesie od-
dziatywania rozpuszczalnika z molekutami zaadsorbowanego surfaktantu.
Przesuniecie rownowagi procesu w kierunku micelarnej fazy ruchomej wyni-
ka¢ moze ze wzrostu polarnosci fazy stacjonarnej, bedgcym wynikiem sorp-
cji alkanolu na modyfikowanej surfaktantem fazie. Dla wszystkich badanych
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czasteczek modelowych obserwowane byty znaczne spadki wspotczynnikéw
retencji. Silniejszym zatem wydaje sie by¢ oddziatywanie pomiedzy analitem
a micelg niz analitem a fazg stacjonarng. W zaleznosci jednak od budowy
analitu oddziatywanie charakteryzowata r6zna enancjoselektywnos¢. Od-
dziatywanie pomiedzy czasteczkami BN a modyfikowang alkanolem micelg
NaC byto duzo mniej stereosektywne niz w przypadku izomeréw BNDHP.
Wzrost dtugosci tancucha weglowego dodatku wptywat bowiem na spadek
zdolnosci rozdzielczej uktadu. Sugeruje to, ze w przypadku izomeréw BN
W procesie enancjoseparacji atropoizomeréw szczegolng role odgrywa faza
stacjonarna. Ograniczenie powierzchni kontaktu z cholanowg fazg statg
zmniejszato zdolnos¢ rozpoznania chiralnego ukfadu.

W celu poréwnania dwdch soli kwaséw cholowych analogiczne po-
miary przeprowadzono dla uktadu 0.1 M deoksycholanu sodu (NaDC). Na
rys. 6 przestawiono przyktadowe chromatogramy uzyskane dla izomeru
S-BNDHP na badanych uktadach NaDC. Ze wzgledu na ograniczong roz-
puszczalnos$¢ oktanolu w wodnym roztworze deoksycholanu sodu pomiaréw
nie przeprowadzono dla eluentu o sktadzie 1% v/v OctOH / 0.1 M NaDC.

TV, 254 nm [mAU]

30

[min]

Rys. 6. Chromatogramy (S)-BNDHP otrzymane w uktadzie 0.1 M NaDC z 1% (v/v) n-HexOH
(a), n-PeOH (b), BUOH (c) oraz bez dodatku rozpuszczalnika organicznego (d); warun-
ki: przeptyw 0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna C18 (5 um) 250 x 1.0 mm i.d.

Fig. 6. Chromatograms of (S)-BNDHP obtained in systems 0.1 M NaDC with 1% (v/v),
n-HexOH (a), n-PeOH (b), BuOH (c) and without addition of organic solvent (d); condi-
tions: flow rate 0.04 ml/min, temp. 25°C, column C18 (5 um) 250 x 1.0 mm i.d.

Podobnie jak dla przedstawionego izomeru S-BNDHP, réwniez dla
pozostatych czgsteczek modelowych zaobserwowano skrocenie czasow re-
tencji wraz ze wzrostem tancucha alkilowego w czgsteczce modyfikatora or-
ganicznego. W tabeli 5 umieszczono wyznaczone wartosci wspotczynnikow
retencji k, wspotczynnikow rozdzielenia a oraz rozdzielczosci pikow R dla
badanych zwigzkow.
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Tabela 5. Wplyw rozpuszczalnika organicznego (1% v/v) na wspotczynniki
retencji k, zdolnos¢ rozdzielczg Rs oraz wspotczynnik rozdziele-
nia a dla izomerow BNDHP oraz BN; warunki: 0.1 M NaDC,
przeptyw 0.04 ml/min, detekcja UV 254 nm, temp. 25°C, kolumna
C18 (5 ym) 250 x 1.0 mm i.d.

Table 5. The influence of organic solvent (1% v/v) on retention factor Kk,
resolution factor Rs and separation factor a for isomers BNDHP
and BN; conditions: 0.1 M NaDC, flow rate 0.04 ml/min, detection
UV 254 nm, temp. 25°C, column C18 (5 um) 250 x 1.0 mm i.d.

0.1M BNDHP BN

NaDC kg ks a Rs kg ks a R
H,O 413 4.95 1.20 0.18 | 23.00 | 21.18 1.11 0.21
MeOH 3.94 4.88 1.24 020 | 2265 | 20.94 1.08 0.20
n-BuOH 3.85 4.51 1.17 0.16 | 21.48 | 19.93 1.08 0.16
n-PeOH 3.13 3.44 1.10 0.12 17.36 | 15.80 1.09 0.17
n-HexOH 2.80 2.79 1.00 0.00 12.22 | 11.38 1.07 0.12
n-HepOH 2.65 2.57 1.04 0.00 10.68 | 10.07 1.06 0.00

Na podstawie uzyskanych wynikéw zauwazono, ze dodatek organicz-
ny obnizat k dla wszystkich czasteczek modelowych w stosunku do eluentu
odniesienia (100% H,O/NaDC). Im dtuzszy tancuch alkilowy w molekule roz-
puszczalnika, tym nizsze wartosci wspotczynnikdéw retencji dla czasteczek
modelowych. Dla izomerow BNDHP wielkosci uzyskanych wspoétczynnikow
retencji byty poréwnywalne z otrzymanymi w uktadzie cholanu sodu.
W przypadku natomiast atropoizomeréw BN wartosci k uzyskane na niemo-
dyfikowanym roztworze NaDC, sg prawie dwukrotnie nizsze niz dla analo-
gicznej fazy z NaC (tabela 4). Sugeruje to wieksze powinowactwo molekut
BN do mniej polarnych miceli NaDC niz NaC obecnych w fazie ruchomej.

Na rysunkach 7 i 8 przedstawiono otrzymane zalezno$ci k w funkcji
dtugosci tancucha weglowego alkoholu odpowiednio dla izomeréw BNDHP
oraz BN w uktadzie soli kwasu deoksycholowego. Obie krzywe charaktery-
zuje podobny przebieg. Dla alkoholi krétkotancuchowych (C<4) redukcja k
w stosunku do ukfadu odniesienia jest niewielka. Znaczacy spadek k zauwa-
zono dla faz z dodatkiem alkoholu o C=5. Najwiekszg redukcje wartosci k
odnotowano na fazie ruchomej z dodatkiem n-heptanolu.

Wyznaczone spadki wspotczynnikow retencji sg mniejsze w stosunku
do uzyskanych na analogicznej fazie z NaC. Wydaje sie zatem, ze wplyw
rozpuszczalnika na proces oddziatywania analitu z micelami NaDC jest
stabszy. Niemniej jednak dodatek rozpuszczalnika organicznego przesuwat
robwnowage procesu w kierunku micelarnej fazy ruchomej. Oddziatywanie
analitu ze zmodyfikowanymi czgsteczkami rozpuszczalnika micelami NaDC
charakteryzowata jednak niska stereoselektywnos¢. Wraz z wydtuzeniem
tancucha alkilowego n-alkoholu odnotowano spadek wspoétczynnikow selek-
tywnosci oraz rozdzielczosci pikow dla obu badanych par izomeréw w ukta-
dzie NaDC. Najlepsze wyniki enancjoseparacji uzyskano w niemodyfikowa-
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nym uktadzie NaDC. Jako pierwszy z pary atropoizomeréw BNDHP oraz BN
eluowany byt odpowiednio izomer R-BNDHP oraz S-BN. W stosunku zatem
do fazy ruchomej z NaC, zaobserwowano odwrocenie kolejnosci wymywa-
nych izomeréw BNDHP. Swiadczy to o silniejszym powinowactwie izomeru
R-BNDHP do miceli NaDC.
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Rys. 7. Zaleznos¢ wspotczynnikow retencji dla izomeréw BNDHP w funkcji liczby atomoéw
wegla w tancuchu alkilowym n-alkoholu w uktadzie deoksycholanu sodu

Fig. 7. The relation of retention factor for isomers of BNDHP versus the number of carbon
atoms in the alkyl chain of n-alcohol (1% v/v) for sodium deoxcholate system (NaDC)
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Rys. 8. Zalezno$¢ wspétczynnikdéw retencji dla izomeréw BN w funkcji liczby atomoéow wegla
w fancuchu alkilowym n-alkoholu w uktadzie deoksycholanu sodu

Fig. 8. The relation of retention factor for isomers of BN versus the number of carbon atoms
in the alkyl chain of n-alcohol (1% v/v) for sodium deoxcholate system (NaDC)

Ciekawie przedstawiat sie przypadek separacji izomerow BNDHP
w uktadzie NaDC. W tym przypadku wydtuzenie farncucha weglowego w do-
datku organicznym wptyneto na zmiane enancjoselektywnosci uktadu. Na
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fazach z 1% dodatkiem alkoholi C1-C5 jako pierwszy eluowat izomer o kon-
figuracji R. Dla 1% dodatku n-heksanolu (C6) obserwowano koelucje atropo-
izomerow BNDHP. Zamiana modyfikatora na 1% v/v n-heptanol (C7) wpty-
neta natomiast na zamiane kolejnosci wymywania izomeréw. W tym
przypadku izomer S-BNDHP miat nizszy wspotczynnik retencji i wymywany
byt jako pierwszy z pary R/S.

Ze wzgledu na matg sprawnosc¢ uktadu, zdolnosci rozdzielcze pikow
byly bardzo niskie (tabela 5). W badanych warunkach nie udato sie zareje-
strowaC chromatogramow z rozdzielonymi pikami mieszaniny izomerdw.
Zaréwno dla pary atropoizomerow BN oraz BNDHP, zdolnosS¢ rozdzielcza
pikdw nie osiggneta wartosci wiekszej niz 0.2. Wyzsze wartosci wspotczyn-
nikdbw rozdzielenia uzyskano dla izomeréw BNDHP. Poréwnujac zdolno$é
rozréznienia chiralnego cholanu i deoksxcholanu sodu w stosunku do czg-
steczek modelowych w temperaturze 25°C, lepsze wyniki uzyskano w ukta-
dzie z cholanem sodu.

Wplyw stezenia modyfikatora organicznego na proces rozréznienia
chiralnego w badanych uktadach cholanowych

(The influence of concentration of organic modifier on chiral
recognition process in studied cholate systems)

Do badan wptywu stezenia modyfikatora organicznego na proces
enancjoseparacji atropoizomeréw w uktadzie NaC (100 mM) oraz NaDC
(100 mM), wybrano dwa alkohole: metanol (MeOH) i n-pentanol (PeOH).
Czagsteczke metanolu wybrano ze wzgledu na nieograniczong rozpuszczal-
nos¢ w roztworze wodnym oraz fakt, ze w roztworze micelarnym znajduje sie
w objetosciowej fazie roztworu.

W przeciwienstwie do metanolu, n-pentanol nalezy do alkoholi
0 ograniczonej rozpuszczalnosci w wodzie, ktére wbudowujg sie w strukture
miceli. Uzyskane wczesniej wyniki w uktadach NaC oraz NaDC z 1% v/v
MeOH Ilub 1% v/v n-PeOH, wykazaty zdolnos¢ rozréznienia chiralnego
w stosunku do badanych czgsteczek modelowych.

Na rys. 9 przedstawiono zaleznos¢ odwrotnosci wspotczynnikow re-
tencji w funkcji stezenia metanolu (Cyeons) dla izomerow BNDHP oraz BN
w uktadzie cholanu sodu. Wptyw MeOH na retencje obu par izomeréw jest
rézny. Dla czgsteczek BNDHP zaobserwowano nietypowy przebieg zalez-
nosci. W zakresie stezen MeOH 1-20%, wraz ze wzrostem stezenia dodatku
w fazie micelarnej obserwowano wzrost wspoétczynnikow retencji. Molekuty
analitu byly chetniej zatrzymywane na fazie stacjonarnej niz transportowane
przez micele NaC w fazie ruchomej modyfikowanej czgsteczkami MeOH.
Powyzej stezenia 20% MeOH zaobserwowano odwrécenie tendencji. Efektu
tego nie zaobserwowano dla molekut BN. Dla atropoizomeréw BN w catym
zakresie badanego stezenia MeOH (1-40%) obserwowano spadek wspot-
czynnikow retencji wraz ze wzrostem stezenia modyfikatora w fazie rucho-
mej. Podobnie jak dla izomeréw BNDHP, wykres 1/k vs stezenie MeOH
w zakresie 1-20% opisa¢ mozna zaleznoscig liniowa, o dodatnim nachyleniu
dla izomeréw BN i ujemnym dla izomerow BNDHP. Odstepstwo od liniowo-
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Sci na fazach o wyzszej zawarto$ci metanolu sugeruje zmiane mechanizmu
retencji procesu. Najprawdopodobniej na skutek wzrostu sity jonowej eluentu
oraz czesciowej deagregacji uktadu micelarnego (wzrost CMC, spadek ste-
zenia miceli w fazie), rbwnowaga procesu przesunieta zostata w kierunku
metanolowej fazy objetosciowe;.
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Rys. 9. Wptyw stezenia MeOH na odwrotno$¢ wspétczynnika retencji dla zwigzkéw modelo-
wych w uktadzie 0.1 M NaC; warunki: detekcja UV 254 nm, przeptyw 0.04 ml/min, temp.
25°C, kolumna C18 (5 um) 250 x 1.0 mm i.d.

Fig. 9. The influence of MeOH concentration on the reversal of retention factor of model com-
pounds in 0.1 M NaC system; conditions: detection UV 254 nm, flow rate 0.04 ml/min,
temp. 25°C, column C18 (5 um) 250 x 1.0 mm i.d.

Niezaleznie od stezenia metanolu w badanym uktadzie, jako pierwszy
z pary izomerow BNDHP oraz BN wymywany byt odpowiednio izomer R
oraz izomer S. W przypadku pary izomeréw BNDHP wzrost stezenia meta-
nolu generowat i wzmacniat proces enancjoseparacji. Obserwowano wzrost
rozdzielczosci pikow. Odwrotny efekt zauwazono dla molekut BN. W tym
przypadku wzrost stezenia MeOH wptywat na skrocenie czasow retenciji, po-
gorszenie wspotfczynnika rozdzielenia oraz spadek rozdzielczosci pikow.

Na rys. 10 graficznie przedstawiono uzyskane wyniki dla atropoizome-
row BNDHP oraz BN w ukfadzie 0.1 M NaC/n-PeOH. W tym przypadku dla
obu par izomeréw zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem stezenia n-PeOH
nastepowat spadek wspoétczynnikéw retencji. Jako pierwszy z pary izomeréw
wymywany byt S-BNDHP oraz S-BN. W stosunku zatem do fazy z dodat-
kiem MeOH nastgpita zmiana kolejnosci wymywanych atropoizomerow
BNDHP. Dla izomeréw BNDHP otrzymana zaleznos¢ 1/k vs Cpeonoy W Catym
zakresie badanego stezenia PeOH odbiega od liniowosci. Swiadczy to
o ztozonym, nieliniowym wptywie modyfikatora na proces oddziatywania
pomiedzy surfaktantem a analitem. W przypadku izomeréw BN dla stezen
pentanolu w zakresie jego rozpuszczalnosci w wodzie (£3%), otrzymano za-
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leznos¢ w przyblizeniu liniowg. Dla stezenia powyzej rozpuszczalnosci
w wodzie (4%), zaobserwowano odstepstwo od liniowosci. Najprawdopo-
dobniej ma to zwigzek z modyfikacjg uktadu micelarnego przez tancuchy al-
kilowe alkoholu, a tym samym zmiang statej rbwnowagi procesu oddziaty-
wania pomiedzy analitem a micela.
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Rys. 10. Wptyw stezenia PeOH na odwrotnos¢ wspétczynnika retencji dla zwigzkéw modelo-
wych w uktadzie 0.1 M NaC; warunki: detekcja UV 254 nm, przeptyw 0.04 ml/min,
temp. 25°C, kolumna C18 (5 ym) 250 x 1.0 mm i.d.

Fig. 10. The influence of PeOH concentration on the reversal of retention factor of model com-
pounds in 0.1 M NaC system; conditions: detection UV 254 nm, flow rate 0.04 ml/min,
temp. 25°C, column C18 (5 um) 250 x 1.0 mm i.d.

Wptyw czasteczek PeOH na proces enancjoseparacji dla par izome-
row BNDHP oraz BN jest podobny jak w przypadku MeOH. Wzrost stezenia
PeOH w fazie ruchomej poprawiat wspotczynnik rozdzielenia dla izomeréw
BNDHP i pogarszat dla izomeréw BN. Mata warto$¢ R, dla izomeréw BND-
HP na fazie z dodatkiem 4% v/v PeOH wynikata ze wzrostu asymetrii pikow.

Wptyw stezenia MeOH oraz PeOH na proces rozdzielenia izomerow
BN i BNDHP w ukfadzie 0.1 M deoksycholanu sodu (NaDC) przedstawiono
na rys. 11 i 12. Bez wzgledu na rodzaj modyfikatora zaobserwowano, ze
wraz ze wzrostem stezenia alkoholu w fazie ruchomej spada wartos¢ wspot-
czynnika retencji badanych izomeréw. W zadnym z badanych ukfadéw nie
odnotowano wzrostu wartosci wspoétczynnika retencji dla izomeréw BNDHP.
Podobnie jak dla cholanowej fazy ruchomej, w zakresie stezen MeOH
1-20%, zaobserwowano liniowg zaleznos¢ 1/k vs. Cyeonsw. 30% dodatek
MeOH wptywat na nieliniowy spadek wspotczynnika retencji BN i BNDHP
w badanym uktadzie deoksycholanu sodu. Efekt ten widoczny byt rowniez
na fazach z NaC i najprawdopodobniej wynika ze wzrostu sity jonowej eluen-
tu i przesuniecia rownowagi w kierunku fazy wodno-organiczne;j.
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Rys. 11.

Fig. 11.

1/k

Rys. 12.

Fig. 12.
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Wptyw stezenia MeOH na odwrotnos¢ wspotczynnika retencji dla zwigzkéw modelo-
wych w ukfadzie 0.1 M NaDC; warunki: detekcja UV 254 nm, przeptyw 0.04 mi/min,
temp. 25°C, kolumna C18 (5 ym) 250 x 1.0 mm i.d.

The influence of MeOH concentration on the reversal of retention factor of model
compounds in 0.1 M NaDC system; conditions: detection UV 254 nm, flow rate
0.04 mi/min, temp. 25°C, column C18 (5 um) 250 x 1.0 mm i.d.
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Wptyw stezenia PeOH na odwrotnos¢ wspotczynnika retencji dla zwigzkéw modelo-
wych w ukfadzie 0.1 M NaDC; warunki: detekcja UV 254 nm, przeptyw 0.04 mi/min,
temp. 25°C, kolumna C18 (5 ym) 250 x 1.0 mm i.d.

The influence of PeOH concentration on the reversal of retention factor of model com-
pounds in 0.1 M NaDC system; conditions: detection UV 254 nm, flow rate
0.04 ml/min, temp. 25°C, column C18 (6 um) 250 x 1.0 mm i.d.
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Deoksycholanowa faza ruchoma modyfikowana czasteczkami MeOH
wykazywata znaczng enancjoselektywnos¢ w stosunku do izomeréw BND-
HP. Wartosci wspoétczynnikow rozdzielnia byty wyzsze niz na analogicznych
fazach z cholanem sodu. Gorsze wyniki rozdzielenia uzyskano natomiast dla
izomerow BN. Podobnie jak w ukfadzie cholanu sodu, wzrost stezenia Me-
OH wzmacniat proces enancjoseparacji dla izomeréw BNDHP i ostabiat dla
czasteczek BN.

Uktad z NaDC modyfikowany czgsteczkami PeOH wykazywat duzo
gorszg zdolnos$¢ rozpoznania chiralnego w stosunku do analogicznych faz
z NaC. Zwiekszenie stezenia PeOH w fazie ruchomej wptywato na spadek
enancjoselektywnosci uktadu w stosunku do izomeréw BN jak i BNDHP.
W badanym zakresie stezen PeOH (1-3%) zaréwno dla izomeréw BNDHP
jak i BN zaobserwowano liniowg zaleznos$¢ odwrotnosci wspotczynnikow re-
tencji 1/k w funkcji stezenia PeOH w fazie ruchome;.

Bez wzgledu na rodzaj modyfikatora organicznego w uktadzie deok-
sycholanu sodu jako pierwszy z pary izomerow BNDHP wymywany byt izo-
mer o konfiguracji R, natomiast z pary BN atropoizomer o konfiguracji S.

Wptlyw stezenia cholanu sodu i deoksycholanu sodu

na chromatograficzne zachowanie si¢ izomeréw zwigzkéw modelowych
(The influence of sodium cholate and sodium deoxycholate

on chromatographic behaviour of model compounds isomers)

Aby okresli¢ charakter oddziatywania pomiedzy analitem a badanym
ukladem micelarnym cholanu sodu (NaC) lub deoksycholanu sodu (NaDC)
przeprowadzono pomiary stezeniowe. W tym celu wykonano serie faz rucho-
mych o stezeniach surfaktantow: 0.1 M, 0.09 M, 0.08 M oraz 0.07 M. Uzyte mi-
celarne fazy ruchome wzbogacono o 3% dodatek rozpuszczalnika organiczne-
go. Modyfikatorem faz z NaC byt pentanol, zas faz z NaDC metanol. Stezenie
i rodzaj dodatku dobrane byty w ten sposdb, aby badane uktady surfaktantéw
wykazywaty enancjoselektywnosc¢ w stosunku do czgsteczek modelowych oraz
aby sam dodatek nie wptywat na budowe miceli w fazie ruchome;.

Otrzymane parametry chromatograficzne dla czgsteczek modelowych
przedstawiono w tabeli 6. Na podstawie zestawionych wynikow zauwazono, ze
wraz ze wzrostem stezenia NaC w fazie ruchomej dla izomeréw BN obserwo-
wano spadki wartosci wspotczynnikdw retencji i wzrost enancjoselektywnosc
uktadu. Dla izomeréw BNDHP w zakresie stezen 0.07 — 0.09 M nie zaobserwo-
wano znaczacych réznic w wartosciach wyznaczonych wspotczynnikdw retencii.
Na fazie z 0.1 M NaC zaobserwowano natomiast ok. 20% spadek k. Na rys. 13
przedstawiono zaleznosci odwrotnosci wspotczynnikdw retencji dla izomeréw
BNDHP oraz BN w funkcji catkowitego stezenia NaC. W badanym zakresie ste-
zen prezentowane zaleznosci nie sg liniowe. Nieliniowos¢ mogta wynikac z pro-
cesu reorganizacji uktadu micelarnego (m.in. zmiany rozmiaru i/lub ksztattu mi-
celi). Zmiany te nie miaty jednak znaczacego wptywu na zdolnos¢ rozpoznania
chiralnego przez uktad. Wraz ze wzrostem stezenia NaC dla izomeréw BN za-
obserwowano bowiem nieznaczny wzrost wspotczynnikow rozdzielenia a oraz
zdolnosci rozdzielczej pikdw Rs. Dla izomerow BNDHP w badanym zakresie
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stezen a pozostata niezmieniona, a Rs nieznacznie wzrdst. Zmniejszenie roz-
dzielczosci pikéw na fazie 0.1 M NaC zwigzane bylo ze wzrostem asymetrycz-
nosci pikow.

Tabela 6. Wptyw stezenia cholanu sodu oraz deoksycholanu sodu na para-
metry chromatograficzne; warunki: detekcja UV 254 nm, przeptyw
0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna C18 (5 ym) 250 x 1.0 mm i.d.

Table 6. The influence of sodium cholate and sodium deoxycholate con-
centrationon on chromatographic parameters; conditions: UV de-
tection 254 nm, flow rate 0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna C18
(5 um) 250 x 1.0 mm i.d.

BNDHP BN
ke | ks | o | R ke | ks a | R,
NaC+ 3% v/v PeOH
0,07 M 2,49 2,11 1,18 0,67 1524 | 14,00 1,08 0,64
0,08 M 2,5 2,12 1,18 0,69 14,42 13,19] 1,09 0,69
0,09 M 2,43 2,03 1,19 0,70 13,13 11,92 1,10 0,73
0,10 M 1,92 1,61 1,19 0,49 10,12 9,07 1,11 0,70
NaDC+ 3% v/v MeOH
0,07 M 5,35 6,78 1,26 0,40 31,85 | 30,59 1,04 0,15
0,08 M 4,85 6,02 1,24 0,30 2969 | 27,67 1,07 0,15
0,09 M 4,37 5,30 1,21 0,20 2588 | 24,03 1,07 0,19
0,10 M 3,96 4,88 1,23 0,20 2317 | 21,53 1,07 0,17
0.64
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Rys. 13. Zalezno$¢ odwrotnosci wspotczynnikow retenciji od stezenia cholanu sodu dla izome-
row BNDHP oraz BN; warunki: detekcja UV 254 nm, przeptyw 0.04 ml/min, temp.
25°C, kolumna C18 (5 um) 250 x 1.0 mm i.d.

Fig. 13.

The relation of reversal of retention factor versus sodium cholate concentration for

isomers of BNDHP and BN; conditions: detection UV 254 nm, flow rate 0.04 ml/min,

temp. 25°C, column C18 (56 um) 250 x 1.0 mm i.d.
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Wyniki uzyskane w uktadzie deoksycholanu sodu sg podobne do
otrzymanych na fazach z NaC (tabela 6). Wzrost stezenia deoksycholanu
sodu wptynagt na redukcje wspotczynnikdw retencji zwigzkéw modelowych.
W przeciwienstwie do fazy z NaC, spadek obserwowany jest w catym zakre-
sie badanych stezen NaDC zarowno dla izomerow BN jak i BNDHP. Wzrost
stezenia NaDC nie wptyngt w znaczacy sposoéb na enancjoselektywnosc
ukfadu. Na rys. 14 przedstawiono zaleznosci 1/k w funkcji catkowitego ste-
zenia deoksycholanu sodu. W porownaniu z zaleznosciami otrzymanymi
w ukfadzie z NaC dla BN oraz BNDHP, zaobserwowano zmiane przebiegu
zaleznosci. Odwrotno$é wspotczynnikdw retencji jest liniowg funkcjg steze-
nia deoksycholanu sodu o dodatnim stopniu nachylenia prostej.
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Rys. 14. Zalezno$¢ odwrotnosci wspoétczynnikow retencji od stezenia deoksycholanu sodu dla
izomeréw BNDHP oraz BN; warunki: detekcja UV 254 nm, przeptyw 0.04 ml/min,
temp. 25°C, kolumna C18 (5 ym) 250 x 1.0 mm i.d.

Fig. 14. The relation of reversal of retention factor versus sodium deoxycholate concentration
for isomers of BNDHP and BN; conditions: detection UV 254 nm, flow rate
0.04 mi/min, temp. 25°C, column C18 (5 um) 250 x 1.0 mm i.d.

Armstrong i Stine [16] badajgc oddziatywanie analitu z uktadem mice-
larnym w zaleznosci od sposobu wigzania, zaproponowali podziat substanciji
na trzy klasy: (/) wigzace z micelami, (ii) nie oddziatujgce z uktadem zagre-
gowanym oraz (iif) wypychane z ukfadu micelarnego. Zgodnie z réwnaniem
4.8 dla substancji wigzanej przez micele, nachylenie prostej przyjmuje war-
tos¢ dodatnig (Kww,>0), zas dla wypychanej z uktadu micelarnego wartosé
ujemng (Kwm<0). Anality dla ktérych wzrost stezenia surfaktantu nie wptywa
na zmiane wspotczynnikow retencji (Kww=0) nie oddziatujg z ukladem mice-
larnym. Powyzsze rozwazania odnoszg sie do liniowych zaleznosci steze-
niowych. Analogiczne rozwazania przeprowadziCc mozna dla zaleznosci
kwadratowych. Zgodnie z powyzszg klasyfikacjg izomery BNDHP oraz BN
nalezg do molekut oddziatujgcych z uktadem micelarnych cholanu sodu oraz
deoksycholanu sodu. Dla wszystkich bowiem badanych molekut otrzymane
zaleznosci 1/k vs. Cgyaktanty W Catym zakresie badanych stezen majg nachy-
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lenie dodatnie. Ciekawie przedstawia sie zaleznos¢ dla izomerow BNDHP
w uktadzie cholanu sodu. Dla stezen NaC z zakresu 0.07-0.09 M, wspot-
czynniki retencji izomerow BNDHP tylko nieznacznie réznig sie miedzy soba.
Mogtoby to sugerowac, ze ujemnie natadowane molekuty BNDHP nie od-
dziatujg z micelami. Nalezy jednak pamietac, ze faza C18 pokryta byta za-
adsorbowanymi molekutami NaC. W przypadku braku powinowactwa anala-
litu zaréwno do micelarnej fazy ruchomej jak modyfikowanej fazy
stacjonarnej, nalezatoby spodziewa¢ sie wymywania izomerow BNDHP
w objetosci substancji nie zatrzymywanej na kolumnie. Uzyskane wyniki do-
Swiadczalne tego nie potwierdzajg (k>0). Sugerujg natomiast, ze pomimo ta-
kiego samego tadunku na analicie i surfaktancie, dzieki oddziatywaniom
o charakterze hydrofobowym molekuty BNDHP oddziatujg z micelami NaC.

4. Podsumowanie
(Conclusions)

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono m.in., ze:

1. Adsorpcja soli sodowych kwaséw cholowych na fazie C18 przebiega
w podobny sposéb jak w uktadach klasycznych liniowych surfaktantow.
Na ilo$¢ zaadsorbowanego surfaktantu istotny wptyw ma stezenie i rodzaj
modyfikatora organicznego. Dodatek rozpuszczalnika organicznego
zmniejsza ilos¢ zaadsorbowanego amfifila na fazie stacjonarnej.

2. Badane izomery czasteczek modelowych oddziatujg w fazie ruchome;j
z micelami cholanu i deoksycholanu sodu.

3. Wozrost dtugosci tancucha weglowego w dodatku organicznym wptywa na
przesuniecie rownowagi procesu rozdzielenia w kierunku micelarnej fazy
ruchome.

4. Dodatek organiczny w istotny sposdb wptywa na zdolno$é rozpoznania
chiralnego przez czasteczki cholanu sodu. Im dtuzszy tancuch weglowy
dodatku n-alkoholu, tym wieksza jest zdolnos¢ uktadu do enancjosepara-
cji czasteczek BNDHP.

5. W odroznieniu od zjonizowanych izomerow BNDHP, proces rozpoznania
chiralnego obojetnych molekut BN w uktadzie NaC zachodzi gtéwnie na
modyfikowanej surfaktantem fazie stacjonarne;j

6. Dodatek modyfikatora organicznego do faz z NaDC ma mniejszy wptyw na
proces oddziatywania pomiedzy analitem a micelg niz w ukfadzie z NaC.

Wzrost stezenia modyfikatora organicznego w fazie ruchomej wpty-
wa na przesuniecie rownowagi w kierunku fazy micelarnej lub fazy wod-
no-organicznej. Kierunek procesu Scisle zalezy od natury i stezenia do-
datku w fazie (doktadniej: stosunku liczby moli alkoholu do liczby moli
amfifila). Zbyt duze stezenia modyfikatora prowadzi do deagregacji ukta-
du micelarnego i zaniku zdolnosci rozpoznania chiralnego w stosunku do
badanych molekut.

7. Micele mniej polarnego deoksycholanu sodu sg lepszymi selektorami chi-
ralnymi dla czasteczek BNDHP. Dla czasteczek BN lepszymi selektorami
okazujg sie by¢ micele cholanu sodu.
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